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Development of novel molecular modalities 




Middle molecules based on peptides have been attracting attention as an alternative 
modality to small molecule drugs and antibody drugs which are the mainstream of current 
pharmaceuticals. Methods for the selection of the peptides which bind the disease-related 
proteins from a peptide library with a structural diversity over 108 are widely used. Several 
methods for constructing peptide libraries with non-natural structures have been proposed to 
obtain middle molecules with properties that cannot be provided only by natural structures. 
In recent years, an extended phage display method has been used for the selection as a low-
cost, simple, and rapid method to construct non-natural peptide libraries. In the method, the 
non-natural structures are conjugated to the peptide library constructed by the phage display 
method. 
In this study, I introduced chemical mutations into peptides obtained by 
conventional selection using the phage display method in order to obtain non-natural peptide 
libraries. The libraries would be expected to possess the modalities that general genetic 
engineering mutations cannot achieve. By performing a two-step molecular evolution using 
the library, I attempted to obtain non-natural peptides with a target binding affinity 
comparable to the antibody drugs. As an example, a cryptand-type peptide possessed a high 
affinity toward a cancer-related protein (Heat Shock Protein 90; HSP90) with KD value of 62 
nM was obtained. Interestingly, it bound to the outside of the ATP-binding pocket, unlike 
most of the reported HSP90 inhibitors, nevertheless it inhibited HSP90 activity. Combining 
both experimental and theoretical analyses suggested that the binding site was the β-sheets 
region in the N-terminal domain of HSP90. In order to correlate the geometric effects before 
and after the chemical mutation, calculations were performed to visualize the respective 
chemical spaces for each library. It was shown that the cryptand-type peptide had a disk to 
rod shape. One of the causes for the high affinity seems to be the molecular shape optimized 
for HSP90. 
In conclusion, I demonstrated the two-step molecular evolution to obtain novel 
molecular modalities that strongly bind to the target proteins. Thus, the design of molecular 
modalities that are appropriate for geometries of target proteins would enable the efficient 
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図 1.1 (A) 10BASEd-T の概要. 





     (B) 10BASEd-T におけるチオエーテル化の反応機構. 
この反応はペプチド中のシステイン側鎖の SH 基の非共有電子対が C-Br


























































図 1.2 化学修飾によるケミカルスペースの移動. 

































る[46, 47]（図 1.4 B）。ファージディスプレイ法を用いた場合、１次ライブラリーを用いた













図 1.4 (A) 進化の概要. 1 次ライブラリーの淘汰と、淘汰後の分子を改変した 2 次ライブ
ラリーの構築を繰り返すことで分子が最適化される。 
(B) 進化の具体例. ファージディスプレイ法を用いた進化では、2 次ライブラリー


















図 1.5 2 段階進化の概要.  
具体例として 3 章で述べるクリプタンド型ペプチドに関する 2 段階進化を示す。1 次
ライブラリーの淘汰によって得られた環状分子を元に変異導入を実施し、二環状構造





３章では癌関連蛋白質 Heat Shock Protein 90（HSP90）に強く結合する新規分子モダリ
ティーの開発を目的として２段階進化を実施した。具体的には、先行研究において獲得され
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とみなす。これらの天然ペプチドを 10BASEd-T を用いて T7 ファージ上に提示されたペプ
チドライブラリーに対して分岐状に化学修飾することでπ型ライブラリーを構築し、スト
レプトアビジンに対する淘汰を実施する。高い結合力を達成するため、π型分子モダリティ
























































り、C 末端側には F,G,N,V が優先的に表れることが報告されている[6, 7]。またビオチンと
同じ結合ポケットに結合することが知られている。さらに、別のストレプトアビジン結合性
ペプチドとして GDWVFI 配列と PWPWLG 配列も報告されており、これらのペプチドも
HPQ 配列と同じく、ビオチンと同じ結合ポケットに結合することが知られている[6, 8]。 
 ２段階進化の２段階目として、T7 ファージ上のペプチドライブラリー(-SGGG-X3-C-  







表 2.1 ストレプトアビジン結合性ペプチド. 
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Sequencer; NGS)による解析を実施した。NGS を用いた網羅的ＤNA 配列解析はゲノム解析
等に頻繁に用いられてきたが、近年では進化分子工学的手法と組み合わせることで迅速な
標的結合性分子の同定が可能となっている[9]。淘汰後の３種類の T7 ファージライブラリ





2.4.1 Br-A(WSHPQF)修飾 π 型ペプチド 
 
ストレプトアビジンに対する淘汰後の Br-A (WSHPQF)修飾 π 型ペプチドライブラリー
中に含まれるペプチド配列に関して、増幅率の高い上位 100 位までのペプチド配列を図






れらの HPQ 配列及びその類似配列は Br-A の修飾に関わらずストレプトアビジンに対する
結合力を持つと考えられる。また、HPQ 配列の C 末端側にグリシン、アスパラギン、フェ
ニルアラニンが多くみられるが、これは先行研究[6, 7]で実施された１段階目の進化の結果
で見られた傾向と一致している。以上の結果から、既知のストレプトアビジン結合モチーフ
である HPQ 配列を持つペプチドは、Br-A の修飾とは無関係に獲得されたと考えられる。 





























































知られているが、Br-A 修飾時の結果で見られた HPQ 配列を含まないペプチド配列が、Br-
B 修飾時の結果ではほとんど見られなかった。この結果はストレプトアビジンに対する結
























































2.4.3 Br-C(GDWVFI)修飾 π 型ペプチド 
 
ストレプトアビジンに対する淘汰後の Br-C(GDWVFI)修飾 π 型ペプチドライブラリー
中に含まれるペプチド配列に関して、淘汰実施前と比較して増幅率の高い上位 100 位まで
のペプチド配列を図 2.4.5 に示す。また、その系統樹分析結果を図 2.4.6 に示す。 
得られたペプチド配列は既知のストレプトアビジン結合モチーフを持つものと持たない
ものとに大きく分けられた。既知のストレプトアビジン結合モチーフを持つものは 2.4.1 及
び 2.4.2 と同様に、HPQ 及びその類似配列が含まれているペプチド配列が多く見られ、当
初の狙いである GDWVFI 配列周辺のランダムペプチドの最適化に成功したとは言えない。 
一方で最も増幅率が高いペプチド配列は 2.4.1 の結果と同じく VVECTRDYNCLMF（図

















































2.4.4 π 型ペプチド配列解析のまとめ 
 
Br-A(WSHPQF)、Br-B(PWPWLG)及び Br-C(GDWVFI)修飾 π 型ペプチドライブラリ
ーを用いたストレプトアビジンに対する淘汰後のライブラリー中に含まれるペプチド配列
に関して、結果をまとめたものを図 2.4.7 に示す。 









考えられる。その他、YIECSGSKWAGCR 配列や TVNCRMNLGWAGPMCFSM 配列など、




図 2.4.7 ストレプトアビジンに対する淘汰後の各 π 型ペプチドライブラリーに含まれ
るペプチド配列. 
図中の M_XX は無修飾ペプチドライブラリーの結果を示す(付録 A)。赤枠は
Br-A 及び Br-C 修飾時に最も DNA 増幅率が高かった共通配列を示す。 
36 
 





































図 2.5.2  （A）予想される T7 ファージウイルス上π型ペプチドの結合様式.  




   π型ペプチド単体では、(A)と比較して相互作用が減少する。  
38 
 









る HPQ 配列以外に、複数の配列の濃縮が確認された。そのうちの 1 つのペプチド配列であ


























2.7  実験の部 
 










 先行研究[12]を参考に以下の反応条件で修飾を行った。T7 ファージ（1.2 × 1011 plaque 
forming unit ; pfu, -SGGG-X3-C- X4-10-C-X3 及び-SGGGC-X4-10-C ; X はシステイン以外の天
然アミノ酸 19 種類を表す）を終濃度 0.44 M NaCl/28 mM Tris-HCl に溶かし、遠心分離
（12,000 rpm, 5 min, 4℃）後、上清を終濃度 500 μM の tris(2-carboxyethyl)phosphine 
(TCEP)及び至適濃度の N 末端ブロモアセチル化ストレプトアビジン結合性ペプチドを加
え、4℃, 3 時間, 暗所にてインキュベートした。なお、修飾に適した N 末端ブロモアセチル
化ストレプトアビジン結合性ペプチドの終濃度として、至適濃度を先行研究[12]の手法に則
り決定した。至適濃度はそれぞれ 700 µM(Br-A)、200 µM(Br-B)、2 mM(Br-C)とした。未
反応の N 末端ブロモアセチル化ストレプトアビジン結合性ペプチドを不活性化するため、
2-メルカプトエタノールを終濃度 4 mM で加え、更に 4℃, 1 時間, 暗所にてインキュベー
トした。その後、ポリエチレングリコール 6000 と NaCl をそれぞれ終濃度５% w/v, 0.5 M














10BASEd-T で構築した T7 ファージ上のπ型ペプチドライブラリー（1.2 × 1011 pfu）を
200μL の淘汰用緩衝液（1% v/v TritonX-100, 1% w/v BSA in D-PBS）に溶解したものを
ストレプトアビジン提示磁気ビーズと混合し、900 min、4℃でインキュベートした。その
後、磁気ビーズを 200μL の淘汰用緩衝液で３回洗浄した。以上の結合、洗浄の過程はスク
リーニング自動化装置である Target Angler 8（多摩川精機）を用いて実施した。洗浄後の
ビーズは大腸菌(BLT5403, OD600 =0.6~0.8 )に混合し、ストレプトアビジン結合性π型ペプ
チドを提示した T7 ファージを増幅した。OD600 測定には NanoPhotometer(Implen)及び光
路長 10 mm セルを用いた。10BASEd-T によるπ型ペプチドライブラリー構築、結合、洗





ラウンド 結合時間 (min) 洗浄回数 
1 900 3 
２ 400 5 
３ 200 10 
 
 
次世代シーケンサー解析のための T7 ファージ DNA 抽出 
 
 T7 ファージ DNA 抽出のために、DNA 精製キットである Wizard® SV Gel and PCR Clean 
Up System (Promega)を使用した。本キットは Membrane Binding Solution , Membrane 
wash Solution , メンブレンフィルターから構成される。1.0×1011 pfu 相当の T7 ファージ
を緩衝液（1 M NaCl, 10 mM Tris-1 mM EDTA , pH 8)に溶解し、95℃で 5 min 加熱し、
Membrane Binding Solution を緩衝液と等量添加した。この混合溶液をメンブレンフィル
ターで濾過し、さらに Membrane wash Solution 700 µl でメンブレンフィルターを洗浄した。










等温滴定カロリメトリー測定には MicroCal iTC200 (GE Healthcare)を用いた。測定用の緩
衝液として 20 mM phosphate-KOH, pH 7.2, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP, 5% DMSO を用い
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Heat Shock Protein 90(HSP90)との相互作用を評価する。また、得られたクリプタンド型ペ



































ァージ上に構築されたクラウンエーテル型ペプチドライブラリーを用いた Heat Shock 
Protein(HSP90)に対する淘汰が実施され、癌関連蛋白質である HSP90 に結合するクラウン
エーテル型ペプチドが得られたが、その解離定数は 1.7 μM に留まる[1]。 
本章では HSP90 に対して強く結合するクリプタンド型ペプチドを 2 段階進化によって探
索する。クリプタンドは２つ以上の環から成るかご状の分子の総称であり、本章ではクラウ
ンエーテルとペプチドで構成されるかご状の分子をクリプタンド型ペプチドと定義する。



















































が知られている[4, 5]。N 末端領域（N-Terminal Domain : NTD）、中間領域(Middle Domain : 
MD)及び C 末端領域（C-Terminal Domain : CTD）と呼ばれる３つの領域から構成され、
C 末端領域同士が会合することで２量体を形成する。HSP90 は、不活性型では図 3.2.1（A）
で示したように開構造をとり、ATP が結合することによって閉構造をとることが知られて
いる[6]。癌細胞は正常細胞に比べ HSP90 に対してより強く依存していることから創薬タ
ーゲットとしても注目されており[7]、薬剤候補であるゲルダナマイシンは HSP90 の ATP















図 3.2.1  (A) HSP90 の開構造と閉構造（PDB:2IOQ, 2CGQ）.  
HSP90 は構造変化により、開構造と閉構造をとる。 
(B) HSP90NTD の ATP 結合ポケット.  
HSP90NTD に ATP が結合している様子を示す。リボン表示が
HSP90NTD を、スティック表示が ATP をそれぞれ表す。 
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を試みた。既知のペプチド配列 GSRVSCGGRDRPGCLSV を提示するモデル T7 ファージ
に対して、10BASEd-T を用いて 2Br アザクラウンエーテルの化学修飾を実施した。化学
修飾を行った T7 ファージを SDS-PAGE で分画した後、クリプタンド型ペプチドの分子量
に該当するゲルを切り取り、トリプシン処理を行った（図 3.3.1 A）。更に、トリプシン処






図 3.3.1  (A) クリプタンド型ペプチドを提示するモデル T7 ファージの SDS-PAGE 結果. 
(B) モデル T7 ファージ上に提示されたクリプタンド型ペプチドの LC-MS/MS 結果. 
          SDS-PAGE の結果から、40 kDa 付近にクリプタンド型ペプチドを提示した
gp10 のバンドが確認された。このバンドを切り取った後、トリプシン処理し、
MS 及び MS/MS 解析を実施した。 
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3.4 クリプタンド型ペプチドライブラリーを用いた HSP90 に対する淘汰 
 
  クリプタンド型ペプチドライブラリーを構築するため、10BASEd-T による T7 ファージ
上のペプチドライブラリー(-SGGG-X3-C-X7-C-X3; X はシステイン以外の天然アミノ酸 19
種類を表す)に対する 2Br アザクラウンエーテルの化学修飾を実施した。構築したライブラ
リーと、磁気ビーズ状に固定された HSP90 の各ドメイン（NTD, MD, CTD）とをそれぞ
れ混合し、修飾・洗浄・増幅のサイクルを７ラウンド繰り返すことで淘汰を行い、HSP90 に
対して特異的に結合するクリプタンド型ペプチドライブラリーを獲得した。標的である
HSP90 は、Glutathione S-transferase (GST)と HSP90 の各ドメインとの融合蛋白質として
別々に発現・精製・ビオチン化した後、ストレプトアビジン固定磁性ナノビーズ上に固定し
て淘汰に用いた。淘汰の後、各ライブラリーが持つ HSP90 の各ドメイン及び Bovine Serum 
Albumin(BSA)に対する結合能を ELISA(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)にて評価





図 3.4.1 ELISA によるクリプタンド型ペプチドライブラリーの結合能評価. 
HSP90 の各ドメイン（NTD, MD, CTD）に対する７ラウンドの淘汰によって得
られた３つのライブラリーに関して、標的蛋白質への結合力を ELISA にて評価し
た。標的蛋白質として、淘汰に用いた HSP90 の各ドメインと同じドメインを用い
た。BSA は HSP90 とは無関係な蛋白質であり、ライブラリーの非特異的な結合を 




９個のモノクローンに関して、HSP90 に対する結合力を ELISA にて評価した（図 3.4.2）。
9 個の内、６個のクローン(モノクローン番号 1,3,4,6,7,9)に関して、クリプタンド構造を持
つ場合のみ HSP90 に対する結合力を持つことが示された。DNA シーケンス解析の結果、
これら６個のクローンは全て同じペプチド配列 QWVCLNPWLSICRA をコードすることが











図 3.4.2  ELISA によるモノクローンの結合能評価. 
     モノクローン番号 1,3,4,6,7,9 番は、2Br アザクラウンエーテル修飾を行った
時のみ、HSP90NTD に対する特異的な結合能を示した。モノクローン番号

























































(1) 無修飾ペプチド QWVCLNPWLSICRA vs GST-HSP90NTD (図 3.5.1.2 左) 
(2) クリプタンド型ペプチド vs GST (図 3.5.1.2 中央) 
(3) クリプタンド型ペプチド vs GST-HSP90NTD (図 3.5.1.2 右) 
 
(1) の 結 果 か ら 、 2Br ア ザ ク ラ ウ ン エ ー テ ル を 修 飾 し な い 、 無 修 飾 ペ プ チ ド







プタンド型ペプチドとの比較を図 3.5.1.3 に示す。クリプタンド型ペプチドの解離定数は 62 
nM であり、クラウンエーテル型ペプチドの解離定数である 1.7 μM よりも大幅な改善が
達成された。また、エンタルピー変化の値に関して、クリプタンド型ペプチドは-16.9 
kcal/mol であり、クラウンエーテル型ペプチドの-13.7 kcal/mol と比較して改善された。以
図 3.5.1.2  等温滴定型熱量測定による相互作用解析. 
左から無修飾ペプチド QWVCLNPWLSICRA vs GST-HSP90NTD、クリ





















図 3.5.1.3  クラウンエーテル型ペプチド[1]とクリプタンド型ペプチドとの比較. 




3.5.2  円偏光二色性スペクトル 
 
















図 3.5.2.1  ペプチドに対する化学修飾前後の円偏光二色性スペクトル比較. 





3.5.3 HSP90 阻害能評価 
 




































3.5.4 飽和移動差 NMR 法による相互作用解析 
 
 クリプタンド型ペプチドと HSP90NTD との相互作用時に、クリプタンド型ペプチドの
どの部分が相互作用に寄与しているかを調べるために、飽和移動差（Saturation Transfer 





測定の結果、クリプタンド型ペプチドと HSP90NTD との結合時には V, L, I, W が
HSP90NTD に近接していることが示された。これら疎水性残基は、HSP90NTD との疎水
性相互作用に寄与していると考えられる。 
更に、クリプタンド型ペプチドが持つ N 末端から 2 番目の W と８番目の W の内、どち
らが結合に寄与しているか調べるために、N 末端側の２残基分を削除した QW 欠損クリプ
タンド型ペプチドを作製し、飽和移動差 NMR 測定を実施した（図 3.5.3.1 (B)下図）。その
結果、HSP90NTD に対する結合力が大幅に低下し、7.2 ppm 付近の W のシグナルが消失
した一方で、完全長クリプタンド型ペプチドの結果と変わらず V,L,I の疎水性相互作用は


































図 3.5.3.1  (A) クリプタンド型ペプチドの 1H NMR 測定結果. 
クリプタンド型ペプチドが持つアミノ酸側鎖由来のシグナルが検出された。 








 クリプタンド型ペプチドが結合する HSP90NTD の部位を調べるため、蛍光偏光度測定
を実施した。蛍光基を修飾したゲルダナマイシン（FITC-GA）と HSP90NTD とを緩衝液








HSP90NTD に結合していた FITC-GA を追い出さなかったことを示しており、ゲルダナマ
イシンが結合する ATP 結合ポケットとは別の部位に結合していることが示唆された。なお、
図 3.5.5.1(B) QWVCLNPWLSICRA は無修飾ペプチドを示しており、HSP90NTD に結合
しないことが 3.5.1 にて示されている。 
 
図 3.5.5.1  (A) 蛍光偏光度測定の概要. 
     蛍光基を修飾したゲルダナマイシン(FITC-GA)と HSP90NTD とを緩衝液中
で予め混合し、この溶液に対して各種リガンドを加えた際の蛍光偏光度を測



































り出し、トリプシン処理後に MALDI-TOF-MS に供した。その結果を図 3.5.6.3 に示す。
HSP90NTD のみ（図 3.5.6.3 HSP90NTD）の結果とクリプタンド型ペプチドを光架橋させ
た HSP90NTD(図 3.5.6.3 HSP90NTD + cryptand)の結果を比較すると、後者にのみ分子量
3820.1 のフラグメントが確認された。この分子量は、HSP90NTD の 210～224 残基に該当
するペプチド HSQFIGYPITLFVEK に対してクリプタンド型ペプチドが光架橋した複合体
の分子量と一致する。以上より、クリプタンド型ペプチドの結合サイトは、HSP90NTD が




図 3.5.6.2  SDS-PAGE の結果. 
光架橋性クリプタンド型ペプチドと HSP90NTD を混合し、紫外線照射し
たサンプルの SDS-PAGE 結果を示す。光架橋性クリプタンド型ペプチド
























図 3.5.6.3  MALDI-TOF-MS の結果. 








3.5.7  HSP90NTD とクリプタンド型ペプチドとのドッキングシミュレーション 
 
クリプタンド型ペプチドが結合する HSP90 の部位を更に詳細に調べるため、GROMACS 
5.1 及び AutoDock Vina を用いたドッキングシミュレーションを実施した。クリプタンド
型ペプチドと HSP90NTD とを用いて 2μ秒の分子動力学シミュレーションを実施した後、
ドッキングシミュレーションを行うことで結合部位を決定した。なお、シミュレーションは
実験室条件に対応する定温定圧アンサンブル（300 K, 1 bar）にて実施した。シミュレーシ
ョンと、ここまでの実験結果とを統合した最終的なドッキングモデルを図 3.5.7.1 に示す。
なお、本項のシミュレーション結果は近畿大学 宮下研究室との共同研究によるものである。 
ドッキングモデルではクリプタンド型ペプチドの N 末端部分が、HSP90NTD の部分構
造である HSQFIGYPITLFVEK（図 3.5.7.1 サーフェス表示の HSP90NTD の内、マゼンタ
部分）の近傍に位置することが示された。そのほか、クリプタンド型ペプチドの N 末端か






















図 3.5.7.1  クリプタンド型ペプチドと HSP90NTD とのドッキングモデル. 
     サーフェス表示の分子は HSP90NTD を、スティック表示の分子はクリプタ






















プタンド型ペプチドは HSP90NTD のβシート付近に結合し、HSP90 の開構造から閉構造
状態への遷移に伴う構造変化を阻害することで、シャペロン機能の阻害をしていると考え
られる（図 3.6.1）。HSP90NTD の ATP 結合ポケット以外の部位に結合する阻害剤は、
HSP90NTD の ATP 結合ポケットに結合するゲルダナマイシン[8, 9]のような阻害剤と異
なるメカニズムで作用することが予想され、ATP 結合ポケット阻害によって引き起こされ


















































図 3.6.1 実験及び計算結果から予想される HSP90 阻害様式（PDB:2IOQ, 2CGQ）. 















先 行 研 究 の 手 順 を 参 考 に 、 以 下 の 手 順 で 合 成 を 行 っ た 。 1,4,10,13-tetraoxa-7,16-
diazacyclooctadecane (0.30 g, 1.1 mmol; cat. No.295809, Sigma-Aldrich) と  N,N-
diisopropylethylamine (0.60 mL, 3.3 mmol)を氷浴上で混合し、bromoacetyl bromide (0.30 
mL, 3.3 mmol; cat. No. B56412, Sigma-Aldrich) を徐々に加え、室温に戻しながら 5. 5 時間
攪拌を行った。その後、減圧濃縮し、残渣を逆相クロマトグラフィーにて精製し、2Br-アザ
クラウンエーテル（0.15 g, 30%）を茶褐色の油状物として得た。図 3.7.1 に LC-MS 及び 1H-
NMR の結果をそれぞれ示す。LC-MS の結果（図 3.7.1 A）に関して、6.87 分の親イオンか
ら観測された m/z（右図の 503.35，505.27，507.17）は、それぞれの理論値（503.0，505.0，



































T7 ファージ（1.0×1011 pfu）を 700 μL の 400 mM NaCl/D-PBS に溶かし、遠心分離
（12,000 rpm, 5 min, 室温）後、上清に終濃度 500 μM の tris(2-carboxyethyl)phosphine 
(TCEP)及び 2Br-アザクラウンエーテルを加え、4℃, 3 時間, 暗所にてインキュベートした。
未反応の 2Br-アザクラウンエーテルを不活性化するため、2-メルカプトエタノールを終濃
度 5 mM で加え、更に 4℃, 1 時間, 暗所にてインキュベートした。その後、ポリエチレング
リコール 6000 と NaCl をそれぞれ終濃度５% w/v, 0.5 M にて加え、遠心分離（15,000 rpm, 





GST-Hsp90NTD、GST-Hsp90MD 及び GST-Hsp90CTD の作製[1, 18, 19] 
 
ヒト HSP90αの N 末端ドメイン（NTD: 9-236 残基）の発現のため、GST-HSP90 をコ
ードする pGEX-4T-3 由来のベクターを BL21(DE3)に形質転換し、100 μg/mL のアンピ
シリンを添加した 2 mL の LB 培地中、37℃にてプレカルチャーを行った。その後、150 mL
の LB 培地に移し、37℃、1 時間 35 分インキュベートした後、終濃度 0.2 mM の isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)を加え、更に20℃にて終夜インキュベートを行った。
培養後の大腸菌を氷冷した溶解緩衝液（50 mM Tris-HCl (pH 8), 300 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 5 mM 2-mercaptoethanol, 0.5% w/v Triton X-100, 1×cOmplete protease inhibitor 
cocktail minus EDTA(Roche)）に溶解し、超音波破砕後、遠心分離（20,000 g, 10 min, 4℃）
後の上清を 0.42 μm メンブレンフィルターにて濾過を行った。上清に glutathione 
sepharose4B beads (GE Healthcare)を加えて 4℃, 終夜インキュベート後、ビーズを溶解緩
衝液にて数回洗浄し、溶出緩衝液（PBS (pH 8), 1 mM DTT, 43 mM reduced glutathione）
を用いて溶出を行った。溶出後の緩衝液を限外濾過カラム（Vivaspin 20 MWCO 10 kDa, GE 
Healthcare）を用いて濃縮及び 20 mM phosphate (pH 7.5)への溶媒置換を行った。GST-










GST-Hsp90NTD(56 g/L, 20 mM phosphate buffer (pH 7.5)) に 終 濃 度 2.2 mM の 
biotinamidohexanoic acid 3-sulfo-N-hydroxysuccinimide ester sodium salt (Sigma, MO, 
USA)を加え、4℃, 終夜インキュベートした後、Zeba™ Spin Desalting Columns (Thermo 






10BASEd-T で構築したクリプタンド型ペプチドライブラリーを淘汰用緩衝液（1% v/v 





合し、23 時間、4℃でインキュベートした。その後、磁気ビーズを 200μL の淘汰用緩衝液
で３回洗浄した。以上の結合、洗浄の過程は Target Angler 8（多摩川精機）を用いて実施
した。洗浄後のビーズは大腸菌(BLT5403)に混合し、HSP90 結合性クリプタンド型ペプチ






ラウンド 結合時間 (min) 洗浄回数 
1 1400 3 
２ 720 5 
３ 600 5 
4 480 10 
5 300 10 
6 120 10 
7 120 10 





96 ウェルプレート（Maxisorp, Clear Flat Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plates, 
Thermo Scientific）の使用するウェルに 0.2 μM GST-Hsp90NTD in D-PBS を加え、4℃
にて終夜インキュベートした後、溶液を取り除き、0.05% (v/v)Tween20, 0.5% (w/v)BSA in 
TBS をウェルに加え、18℃、1 時間、マキシマイザー（MBR022UP, TAITEC, Japan）を使
用して振とうした。TritonX-100 を添加した D-PBS にてウェルを洗浄した後、0.5% 
(v/v)TritonX-100 in TBS 中に懸濁した約 1.0 × 1011 pfu の T7 ファージをウェルに加え、
18℃、1 時間、マキシマイザーにて振とうした。ウェルを 0.5% (v/v) Triton X-100 in TBS
にて 3 回洗浄し、ウェルに残った GST-Hsp90NTD 結合 T7 ファージを、T7 tail fiber 
monoclonal antibody (5000 倍 希釈、  Merck Millipore, Germany) と  anti-mouse IgG 
horseradish peroxidase linked antibody (5000 倍希釈, Cell Signaling Technology, MA, USA)
と共にインキュベートした。ウェルを 0.5% (v/v) Triton X-100 in TBS にて洗浄した後、基
質 溶 液 （ 0.05 M ク エ ン 酸 , 0.02 M 過 酸 化 水 素 , 0.4 mM 2,2'-azino-bis(3-








（GenScript Inc. (NJ, USA)）を利用した。ペプチドと 2Br-アザクラウンエーテルを環化さ
せるため、ペプチド（10 mg, 5.9 μmol）を 54 mL のリン酸緩衝液（8 mM phosphate-Na, 
pH 7.4）に溶解し、2Br-アザクラウンエーテル（12.4 mg, 0.46 mM）と TCEP（0.50 mM, 
pH 7）を加え、室温、暗所にて 3 時間振とうした。未反応の 2Br–アザクラウンエーテルを
クエンチするため、2-メルカプトエタノール（3.8 μL, 1.0 mM）を加え、室温、暗所にて
5 分間振とうした後、凍結乾燥したものに 0.1% ギ酸/30% DMSO を加え、逆相 HPLC





























Inc. NJ, USA）を利用した。ペプチドと 2Br-アザクラウンエーテルを環化させるため、QW
欠損ペプチド（5.2 mg, 3.8 μmol）を 35 mL のリン酸緩衝液（8 mM phosphate-Na, pH 7.4）
に溶解し、2Br-アザクラウンエーテル（8.0 mg, 0.46 mM）と TCEP（0.50 mM, pH 7）を
加え、室温、暗所にて 3 時間振とうした。未反応の 2Br–アザクラウンエーテルをクエンチ
するため、2-メルカプトエタノール（2.5 μL, 1.0 mM）を加え、室温、暗所にて 5 分間振
とうした後、凍結乾燥したものに 0.1% ギ酸/30% DMSO を加え、逆相 HPLC（Shimadzu, 

















二色性スペクトル測定を行った。測定対象をリン酸緩衝液（20 mM phosphate, pH 7.4）に





等温滴定カロリメトリー測定には MicroCal iTC200 (GE Healthcare)を用いた。限外濾過カ
ラム（Vivaspin column 500 MWCO 10 kDa, GE Healthcare）を用いて GST-HSP90NTD の
溶媒を測定用緩衝液（20 mM phosphate-KOH, pH 7.2, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP）へと置
換した。GST-HSP90NTD の濃度はブラッドフォード法及び 280 nm におけるモル吸光係
数を用いて定量した。標的蛋白質（GST-HSP90NTD もしくは GST）とリガンド（クリプ
タンド、ペプチド（H2N–QWVCLNPWLSICRA–OH）、もしくは QW 欠損クリプタンド）





in vitro におけるクリプタンドの HSP90 阻害活性測定には、HSP90 依存的な熱変性ルシ
フェラーゼのリフォールディングを定量する手法[12]を用いた。15 μL のウサギ網状赤血
球（Promega）と 125 μL のリフォールディング溶液（80 mM Tris-HCl (pH 7.7), 8 mM 
Mg(OAc)2, 0.30 M KCl, 12 mM ATP, 4 mM DL-dithiothreitol(DTT), 20 mM creatine 
phosphate, 0.8 mg/mL creatine phosphokinase）を混合し、30 μL ずつ分注した後、1 μL
の各 HSP90 阻害剤候補ストック溶液（0.75 mM in DMSO）をそれぞれ加え、室温にてイ
ンキュベートした。3.2 pmol の熱処理（40 ℃、10 分）したルシフェラーゼ（in 25 mM 
Tricine–HCl (pH 7.8), 8 mM MgSO4, 0.1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 10 
mg/mL BSA, 10% glycerol, 1% Triton X-100）をそれぞれのサンプルに加え、ウサギ網状赤
血球中の HSP90 の変性ルシフェラーゼに対するリフォールディングを促進するため、室温
にて 30 分間インキュベートした後、30 μL の基質溶液（75 mM Tricine-HCl (pH 7.8), 24 
mM MgSO4, 300 μM EDTA, 2 mM DTT, 313 μM D-luciferin, 640 μM coenzyme A, 660 
80 
 
μM ATP, 150 mM KCl, 10% (v/v) Triton X-100, 20% (v/v) glycerol, 3.5% DMSO）を加






蛍光偏光度はフィルター（Ex. 480 nm、Em.535 nm）を装着した HYBRID-3000ES system
（Photoscience, Tokyo, Japan）を用いた。GA–FITC と GA はそれぞれ Enzo Life Sciences 
(cat No. BML-EI361-0001, Farmingdale, NY, USA)、StressMarq (cat No. SIH-111A/B, 
Victoria, BC, Canada)から購入した。競合アッセイのため、様々な濃度の化合物を、550 nM
の GST-Hsp90NTD（1 mM TCEP in D-PBS）存在下で事前に室温、10 分間インキュベー






飽和移動差スペクトル測定は JNM-ECA500（Jeol Resonance, Japan）を用いて、30℃、500 




SDA 修飾クリプタンドと GST-HSP90 との光架橋 
 
スクシンイミジルエステルジアジリン（SDA, Thermo Scientific™, MA, USA; 0.9 mM）と
クリプタンド（0.23 mM）を 11 μL の D-PBS/9% DMSO に溶解し、インキュベート（4℃、
4.5 時間）した後、未反応の SDA をクエンチするために終濃度 18 mM の 2M Tris-HCl(pH 
8)を加え、更にインキュベート（4℃、15 分間）した。D-PBS を加えて 40 μL まで希釈
し、GST-HSP90NTD（終濃度 9 μM）と混合してインキュベート（室温、30 分）した後、
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して PMI（Principal Moment of Inertia）プロット[10]が知られている（図 4.2.2）。PMI は正
規化された主慣性モーメントを表す数値であり、分子の形状を直感的に表現可能な３次元
記述子として用いられる。PMI プロットでは縦軸及び横軸として PMI を元に算出される２
つの NPR（Normalized PMI Ratios）を用いる。NPR は、分子の立体構造に基づいて算出




ラリ RDkit(http://www.rdkit.org/)を利用した。また、３次元記述子として RDkit で計算可

























































に用いられた約 109 種類のペプチド配列(-SGGG-X3-C-X7-C-X3; X はシステイン以外の天然
アミノ酸 19 種類を表す)の中からランダムに選出した 1000 分子を、化学構造を文字列とし





SMILES 記法から、原子・結合の情報を持つ MOL ファイルに変換し、構造最適化を実施し
た。ペプチドは準安定構造を複数持つことが知られており[12]、最適化された構造ただ１つ
のみを評価してもペプチドが持つ物性を反映できないと考えられる。そこで、ペプチドの準























































Asphericity は非球面性を、Eccentricity は偏心を、InertialShapeFactor は慣性形
状係数を、NPR1, NPR2 は標準化された主慣性モーメントを、PMI1, PMI2, PMI3
は主慣性モーメントを、RadiusOfGyration は断面回転半径を、SpherocityIndex























第一主成分に着目すると、3 つのライブラリーは InertialShapeFactor, NPR2, Asphericity, 
Eccentricity, PMI2, PMI3, RadiusOfGyration が 高 い crown,cryp ラ イ ブ ラ リ ー と 、























































やや Disc 形状に寄った分布を示した（図 4.6.2）。特に、３章で得られたクリプタンド型ペ






































































































PWPCLNMPNNYCRRV QFNCFMILLTMCRKF FIHCRESWHGVCHAK NMTCADIPHSRCSVV VKSCMHAPAQECEYP 
WDECDSHDSHTCGKQ RKSCFSGMVLTCTKW WMYCHLEAYNNCGYR LEECTAYLELICGKP DKLCWLLPWLDCALY 
GGTCGGNVMHSCVTY VSSCSHYERHHCFDT KPRCPSSGHYFCELA MVICMRVGYERCPGK VNYCVSWILFECAWT 
TGLCSGDRGDDCREY LGWCKSVKPHWCYVQ DLPCQGRREWTCGEI QYPCDTSRTFPCTWQ AAFCTTVWYTNCFTY 
YMNCITNAPRECSWQ EEFCHDTVIVTCHFA DQDCWKENLPFCSQK HVACIVLWQDDCQWH NKKCWMMHLPSCHWH 
HKHCYYTAMRGCTNM IYACKIWLWTRCAIT LNICMNMAEHDCLRN IQRCTLGIAGLCIPS YRDCYNTDMVDCRDH 
SYACARNKSYHCQKY HAYCASRTWAICAMT TIGCMMLFWVHCVIN NWICRKTAAATCRWP WPMCHYHWTNVCKKE 
LQYCTPFVWWICSTT NDPCVLPAPALCLLE YEACFFQGAQSCIEV FKDCHEVVQSACWWL MMSCFVYAWLSCPDK 
RMHCVWMMYHMCYVL DWWCIMLTDMICLIG AAYCQLKIKYRCRVV PAYCYKYTTQKCKQP RWFCILQFISDCMRI 
TPICRGGFIFFCYMP QQQCWTYMKGLCWHW GVKCANIHGQVCRKP LFPCALFLTDRCETI QLICAIMSSSACRTV 
RVTCGEINSDKCWSD LYICIEVIVNDCGWF TPMCIFTSYAQCWPD AMRCDVPNMYDCDMD QLMCMMVFYQHCNPQ 
RLHCPVNFTMLCNEK MHFCPMPRVMYCQLR RQVCYFGITPMCTNA FKACRNSLWGVCFGR GKYCTHFDYDECWDT 
GLQCMVHPATMCKPF ISACLERLSKFCVVR NIVCNYTTGNHCVGT HSQCLVEHNYKCVYY DSGCTGAYPMSCFYS 
IVTCPDQRREGCKGW PRFCAITRKSNCVTW AQKCAQHSAEMCEAG QEPCWEISPGNCFNV ILGCTWMVLDDCNEN 
MVSCRGGSAWVCVPY IAKCPHQEGRFCWHS SPNCKTMKGFYCKEP FSACQVGLHPECYRM DSTCVETAPSYCYWD 
DHDCQTVPALVCNEA HLICRKDLESPCEKD AWTCPPIMWGHCIML SPVCHTDKQEQCVWD NKPCAMLLQWPCGSA 
RNFCYYHDFPLCLTV ASYCNWEDWFRCSFS VDWCTRIIKYFCQVA YKPCWGPWILACIEN DQRCETDTPWPCKVA 




FKTCHPRGYASCNNI PDICMESPQNECSNR PHHCPAPSEAFCDQY VHTCMVNNFQFCRPI PVTCWIHYQEHCAHW 
GPGCPYTDKMSCIKH QDACPPEHMFICLMR SDWCNFSLYKKCPKG HTICRGWVPTSCEFN HWDCHIVHSSMCHLV 
PEDCYVLMNADCFPQ LKLCFSYYSRMCAML HLSCDWIPSTGCVAQ GNGCWLDTSRKCENF SKLCFASERGKCMTQ 
YFRCKDWTWADCMEF YLGCSTVKHMLCQNW ENQCRFVNWRLCQMW RTMCEIKKTIECAHK PFFCQTMFRFPCRSY 
YLHCMPFVWEVCGPN DQRCPFGERPHCQWN HHICNWSFDLYCHQP SRKCVIGRQGQCKAR TNGCWLIMDHVCMFV 
RPLCLYHETKVCDWL RHHCRKQDRSKCFPP NPDCERELWGSCQAF WKDCDHWIRVDCKEP MFPCTGVNWSNCDRW 
LKLCQEPPNYPCNYQ SVRCEIAMHWICQYY DYRCIVTKEANCIYE KPPCASDRRGMCTVV QALCSTIEHVHCWLD 
VAQCGVARAFMCDTF VIMCLKGIKLMCVSR KQNCHPYIYPVCPPQ LVHCMIGPTSDCRNL SQHCSFTGIDICPSA 
RWHCAWSHWLYCSTH EPPCRTPSNFHCPRN VIVCDRQLATACGEM RTHCDWDWHGKCGIP NHACYGFKSTSCTQV 
 
YAACYNGHSTACEFY AMGCFLKEPGACGMF DLFCGFERAIFCKLP ITLCHIHHSGACNYD WMICLPEQLFLCVWD 
MKDCHDGSQVNCDEW SFQCYMFLEPRCRMH YYPCFIQYIVLCINS APHCQDYTWNFCYTY FYACNKWEEGWCFES 
NVICHSQPMFPCTWN GEGCTVPLMPYCHHM QAGCIEQVNQKCRTS VWQCRWTAYRMCEQH NFGCEHGMVLMCWPS 
ETTCMTKINNDCEFW VDQCNHEPGQYCLLF GIWCITLTRGHCFPI SNHCSYLNHISCKGS KPNCRAPRLFGCNWH 
MQHCRIWFTYGCIDS HSGCRLDKDGFCFKF EYVCSQYADEYCVEV NQFCQPMRDMNCIQT VKICYRNYVIFCQGI 
VWLCMIQATAYCQNF PSHCSASHWKRCRGY GYTCVQWHFQKCHRQ FSVCGKADPHKCNMA NKWCRYSNTWLCRNQ 
FNDCEMMQFYDCYHS AWMCYEYQNIYCTHL YQVCSIRWHRMCPRH MFTCHQIPKTLCFPH HVQCFHVYMNLCQLK 
VEQCNKKQVTNCETA MHHCPQYDETNCTNG MSTCISTELAACLKK HEECWYVGRGICRFF AFVCWDVIINHCHKP 




LGDCMMIIWQECWRV FKLCKPRYALICAGT AMQCNWMNYLWCIFN KQPCRHHVHIRCERA REQCSNPAVNVCFKW 
HWTCAPHAIELCTVA PAWCQKAIRDHCWIV YFACQTRSWHVCDDG WVSCVDEDLHQCSAG YHWCVQQENIGCYYG 
TYSCEFARSKSCPER QEVCNDTAWHGCWTS AWRCVATWKHWCKHH AIFCWYKGQMQCGAT WNRCNISHYKLCDNM 
NYACSVRSRFICSHS WTYCMLRQRKVCVPF QARCGHFIAAICYIW WYVCPAISWDGCAHV VTFCGSPLNRMCLTH 
GVRCNELFHYDCVKF ALACVIFISDWCFGD AYKCPWLMEHTCELY TGPCSWKVDEWCRDY HQMCIWHIWERCQDS 
SFACPPSHWSNCGWS FSHCTASWSMPCSIT YDPCMAAGQLGCMIN LEECTIKKKTVCSIV QDKCLGWINSSCYIS 
RKGCFDWPYFECMTV YLVCSMAKEVYCSHW TFGCPDLHERGCYRV WVACDGSSGYNCHHG FYYCVHKENASCMRQ 
WKICHYSTKTECAVH YGTCNFLQDPKCIPS VGLCPWYWRVECNVK DFNCESAIKRDCWPV TDRCRYSKHGTCWYQ 
THSCLTAQRIQCNIE YNKCFYNMVGTCHII DIMCTHEPRNTCTKR FLVCLMVQQWTCSEG NDQCITSYDISCYQW 
WNQCFQAHHPHCIEP WKECSWWAYNRCNGF MHMCIWYMLQHCEWD DFLCQLFFGPSCQKL YDQCPNGKRTPCKSN 
VVDCFDVSMRSCKTT ERSCELYFVSDCPSH LRMCVWFLKVKCVDI FGWCHGHVDDFCYGK QWYCYWSYRSFCYNN 
ENMCIYTPKHMCPHY NNRCWRWTYTWCNKM VVKCRTPKHDRCDET HHFCKVNHNENCIPY YLLCVTYYSAICQSY 
GVGCAHRPGIACFFY STNCLIFSDTFCLAV FFVCILMDSNGCNTH PDRCFNAMPLWCHGL IMICTVWEVGPCGGI 
TLMCYIIQDADCAQA YHWCWLPPDEMCDNY EYECEHAVRIVCHRY MPKCFHVEQVSCNDQ QEECNWWKLFICRTN 
WRYCEIQPIFECPVM HMHCKQPWGRHCDNQ FFRCWLFGGMQCNEL RWHCSKEEWQGCIKF YYVCKYSFLAECIKY 
DTMCWEWKEPPCWLL IFECWWVWYRQCLGK TQKCHYSYYDFCNLF PSDCINSDNWWCMSA MDGCKPTFVLICANV 
VGECRIDFWAACYPR PKYCNKRFFWQCGAN QRLCPDGPDDPCVGI SWWCTKPKNQVCDGW YNDCEEHVEVWCEQW 
LFFCIGLHQDVCGII AVHCNDNMITWCIAL FTSCMDMLRYGCKIF SITCYIEWIYRCLVN VTMCLQTDMDICYLG 





IWLCEHIFYVFCSTN DHFCSNFGINECHTW MVKCKSRQKKNCWNS GDHCTFSLFIKCKLG SWPCSFWTTAGCWKL 
WPICSWMKKLDCKET VVDCHLFDTGKCSPV RELCPRFKPNECGFQ DQMCVYILTMACSYM LMSCVRKDLMFCNQV 
KPVCQVYPKRICQTV GHTCKLWPNPECTWI RESCLHYDAEECRKY YQLCPHQGETECMQT KEQCALPDYTVCETS 
FINCMRTDIFMCPYV RHACSSMITNTCKTT RFFCHMNWSMKCPRK FLFCFYHIFKWCIEY ISQCHTGNDGPCTNF 
ENACIWNPPEPCYSK GTICVTLHGPNCARD PPLCVPHGIMHCYRS DSLCRSEWDKQCMAI LPPCERPWREDCGEK 
RGYCYTRYKDNCIQN FHWCVNLSNAFCISS HSYCTRPEGDRCFST IDLCWNSYTRYCGWP YKDCDSAGYTLCKKV 
PADCAFDIMIVCSMF NVTCDWMGFVYCWTP HPGCKMIFKSTCFVW QGLCRNHQGFMCRHS LFGCIPWHPEYCNLE 
PINCAMQYTTFCENA HKKCNVFWNHNCMTD GPACEEPAKWPCYMP QALCVQDLIDLCTDT NKYCIFYYLQSCAIK 
VGVCMNAFSRSCDFL RMYCPIIKNRHCKLY IDECIQIPFYNCVYS GSICFYKIKFRCIYY KMPCNKNEEAACWED 
NWVCTYQKVGQCHMR NEICGWHDRKYCSKA KMNCADIAHSGCFAY MQVCTHVVTDHCDLE WYECMLDYMEQCERK 
NDYCKWWATSYCNDR SGVCAYMFWIECHVW HRACTWQYYLRCIWL YFLCYHHKYLFCLDW NLTCRMWMDPVCWHQ 
NIICLEWNHQGCNAL RQNCRARILGLCYHT WPTCRARPGWHCSPL YLDCEEFFSTWCMDQ MMSCVQYNDMMCEDD 
RKKCMKNTVSYCGKN WAVCDGKRWSYCSDS SPNCITNAPPICFEK TAGCLHKDAVMCNMF GPACMWQYLVMCMVF 
SDSCIHAPFPKCDHG AISCGDTIQSPCNLP DSRCHYYGTKFCSVN YLQCLIKFLRGCSAG TIMCPGEWTDTCIYT 
PQSCLMFKNDICARL KHTCMRGLVIFCIMM MHICRNIPLMSCVLI YDWCGAGNAQYCIRI KITCPFFLGNDCKDN 
MQMCGWRFHEYCFFS QADCPFTMAHICRDR QDWCKSKRTEFCRPW YSPCIFKREHWCQML ETHCNSWPVSMCQFT 
FVGCVTGAQRHCMSY KASCVLFADWYCRII QIPCFNFFAEICTAQ FKQCVYKQNNYCMEH MLICQRERKVNCFGS 




TNKCFSQNFVTCPAE VYMCPFTFGFWCMMH IYDCAMRAWYWCNHV NPLCAHMVLAWCYSR EPGCNTQELFYCWPQ 
GHPCTQFTVLICTEW HITCEKLIYQYCFVR YFSCPIGREQKCLRT NHYCMADRENTCKFY RMWCDLRWSSVCYPE 
YPWCLIAVNVQCLSY SGACFPWVELWCNFY VTECKPSMANKCKST PHECPWKHSAACPVW HMYCYEHGMVKCMAD 
TATCYDNHSGYCMIV KMFCDINKSHPCHQF PERCNKRSRFSCKFK TFTCGHNHTHPCFLH VAPCLEKQLSICQAI 
NHGCIRPIKGSCRLV LINCTIYIFRTCSLS QHMCVAWMEWICETR ENHCTNSTMTRCNMT WTLCTETMYNMCLPT 
GKLCGDLQIWMCAVQ YMFCSMFWYGRCFSG YVWCVTSGMGDCFAV LMRCKDTDRHGCKDW RDLCDVQNLYFCSGE 
PKSCLLGVIPLCHDM RPNCPFTFQEVCDMY IRQCYTAHFISCYRH KANCPKGHFYFCITG VQWCSDKHGYPCNNT 
FIPCSSWKDQSCISK HPICIEWLVIFCYYV DRGCLWQSDFTCETY DGWCEHDTATDCWDI ESHCAAGHQMFCQVP 
MAFCVGNPDTECEHK MNACTDGKKQHCSWH ASVCQKENNEPCAQD REICVAYWEFGCHIQ HDLCKIPRYIQCWRA 
 
FFPCKKKAQAECYEH THYCENAGWRGCGHP EVFCDPNAGWQCPAA TPHCVQGVDFVCKVM THACPLWANKWCPRN 
QVACSAHGDGHCNGS FMMCDYQPTHMCEDE MRVCSYEMNAWCDVW ISRCTLIGSEDCNNV IADCQFAGHFYCIKN 
EAMCEVWQEYACVHG VESCFPAKLYRCHFV TSDCESKIMWKCEHA LTACWDETQKYCYAA HSDCSDRWRIDCMAD 
PRTCDWKDRSRCFFM QESCYQVANASCPQV PTMCGFNEIVPCVTK IGACRVATKEECPDV HTPCAQQPIAECDPS 
WSRCHERVDEMCGYW VMVCGLVEKHHCGLW LVLCFEIFLISCRFV YPRCELVDKESCGTV LAFCERNYMAMCFLG 
LNICGGVIIYRCFHS RAICVGYKNLHCRHL QPGCPTHLLIDCMAQ VVWCGKKSVVICLYT MYQCIYWWKGHCEGI 
HLDCIKRIFAHCTSP FVQCAFEYHHNCMFG LKKCASSDQIMCSPR HPKCFSNTFEYCSHK TPFCQTMGGLHCMNV 
PNDCAMQDPRGCAIH RYVCGAMDMYKCANT HGSCMGVKGETCPAQ FHACATEFTKVCFPS HVLCQSKRVTSCYGW 




HNTCWIMHVQHCDGH NTACLWDMARGCNRK WLWCVLWENGTCEHM NGRCPRTGHTFCGDL VYWCATAPMRFCAPH 
TPNCRARRIYQCYLP ITKCSYQASKWCGLI TGDCPFDEEPRCMSN HEPCQKAARIPCHSM EYRCYMHLMSECQDI 
WWQCAKLQIMECFTN QSLCNLNLQSHCIDN KRECIKMKIYECWAQ MKVCQGDLKGTCGKS RTVCENITYGSCSVF 
IEECYYGFPNNCIFG YAWCNLDLTHMCITR ASDCQDVHFYVCLPE VYHCTKSDNIFCQYE GLGCFLNEFSTCFSF 
IWHCWEFLLDLCIRG DQACLWYEEMNCSTT WRLCSYPPKNRCGFK SFYCIEWRTLWCMRS TGACIYPSRLLCAFV 
IVSCMNLYPIKCSYE DTICGKDTVSLCVRI TWDCFRDYRSECHWD ELSCADGWLKWCKFM YRLCFLGAIDICRMS 
MDFCAGGWVWICAPI HNNCVFTNISHCTYT SSVCMVLFIWYCTGR PPWCPHAWDNVCGGF HPDCETFKVKRCNYN 
QQGCDPAKTETCPIV FGVCAGWMRIPCRHW HYNCMDSVAIYCSYQ GQNCETGWLQSCVWN IPLCWGAPIMFCTME 
WIMCLEFGINYCPEN HFVCAIQMIFSCVWA WLSCMNALTMVCVMY YAKCMQIKGARCWHW RDRCMFKVTFTCLWM 
SKGCAWTGAYHCHYP SDVCETLYAFICARW EHICYEGYDPACWRT RGTCQSGVQSICTPN VSDCYMRHNVFCQVS 
EMLCRMQFSKKCHQR TSMCHATEFKWCSQV GNMCEKLIKMVCEYV LNLCKRATMHSCQII NSACSVYHTTPCSVM 
DITCFALASLLCDAQ KVDCLATSTYHCAIA YVDCDGAGVMGCWMQ PIKCLVVIHAMCQDL HQGCVRFETHGCEMK 
GVMCQMVFQHNCASR QRYCMRFIAPACVHW SNFCFYIDKSDCPIE RLRCKFATEKNCWLM DRMCSLPRQLMCITW 
QLICPPGSGWTCDVG YNRCTDDFDMPCLIV STSCTNTKPLMCMYS EDVCFIPYKWTCPTY VRHCNDGEYYICHAS 
VKMCRFFVPWNCLDH QSNCEVYGKNGCTWL VDWCGAIHFYACWVF VLDCYYDQVKYCNMH NRACVPIIMDICFRV 
MAHCHKKLYHMCSDT GTYCRSMHVEQCINI IIECGMWVGMSCFAV WIGCPVNPEMNCWVM KVYCELTRYLWCWMK 
SEECDVVWWNRCLMT FYICRGMVRNECFHE EKRCEHNAMVMCNYY FFFCVFPNEYVCLGH LFRCLIPALPACIEW 
DVMCFEWVEIACQGM KVICHFGNFHKCAPQ TTWCWLWKNGRCKQF WIMCGVMDDQRCRPF LGMCAFEQRGSCRFV 





SMQCGHHSYNMCRWS MDICKPTIGDPCYYT LYKCAENTNFSCVIA TFHCIEEVQTQCVQM QQTCMYTNHSVCNVY 
AGNCESSVPTMCTYS FYGCMYNLNGQCDTM YMDCLYMRGVWCVVI QGECGTRDAYYCFGN KKLCWGGAGKICQQG 
THGCRFDDMGTCNFR IYDCNRFVEALCENR PGKCDTSTVNKCFYT YQACYWYSVDECDFF KADCDKLPFTDCLDF 
NFSCQKGMSLDCDNF HGICNTVHLGSCPKS HEECVWTWSPWCMLN YAQCAHWAYKQCRGN TKMCEFPPYYDCLGT 
TLQCFDKVLRKCVAK GFTCNSEWMNSCMMY GDHCVLREDINCRLT YPVCTDARPEMCDKS KSSCDPMIRWWCHWH 
QIVCPEVKKWMCNRT FFLCGTNYRPKCTHA QNACLIPRFQRCKHE YSYCWADIQRDCPHL RYYCLAVWWWACMHV 
STACKRWITQMCWLE WHPCMQVKKKECESI SNVCGWWKNWVCAIY TPLCTTVYTFVCWSI QMNCVTATREECYLP 
ERVCIEKESGGCRME RLHCRGTGSIKCAST LIFCWVYKTHACKWW RLSCHNDSTIDCWAA HNFCWSREESPCMDD 
SQDCTNMWVIYCWIN ARVCTKRQYVHCWGS EPWCVGVLDAYCWFH RVYCKYKKNMNCPTD ESNCNAHFHHPCKFQ 
QAYCLWKMVTFCDKE GRVCRNNYIRDCFFS WAFCPYVDPLTCMQL VLECTYAYVEGCNGH FAKCPSTMGIYCHMM 
KGTCEGHGAMQCAVE RSLCVQKQAWLCMQI FGECWAYQMKWCSEW DEHCGWTPFEICMHM WDMCLHRQHTFCNKW 
LPQCWTSPNETCPKN WGLCKQWERYPCMMD HEECYKFQTIMCQDN LDTCVMIVDGGCWMK RGHCVFIWYVFCFDV 
WIRCWYYHARDCRYA IFSCSPDWPFTCVKY GDHCWSNILRICQLP GIICTGNQNNNCYRE VPKCQDEPFWYCPTV 
NATCYEWSDYLCWHI PLKCGHAWQSLCDGV TFVCQLRGGHVCEMY SNHCAQKQIWVCVDV LLNCSDSSNLECWVP 
EFKCQWNLDEWCEGG SPFCIAMFTMYCGIE EDDCKHLGKTYCEDV EHDCLQDERQSCYFK FYACHDRQNMYCVTF 
YALCVVLAGNVCIEY ESWCLVKNLHMCLEA MYKCVMSISVRCYTK QLWCDGDIRAICEYI ARLCNPKTWPICHWW 
YNPCTMIPFQQCPHP IYMCMTHIRTSCHDW IGACIWGKKTPCQII PTQCGQDRMISCQNM EGKCRDMRHKACISQ 




IRMCGQEDIVGCEQL VTRCLGYRKSHCMTW QNLCKLTFPTGCRHV PVQCQNRFASHCLTS MVMCMLLVYTNCYQM 
SYQCTIANQMWCQYL WRTCQIQHEGICFTH WMNCGKLWHPVCEYA RKDCTVDYSRKCAEL QGHCRMPNEVDCIMV 
QGPCGKNLGTSCNID VGWCVRVKTAPCQQK HITCYAALNFYCMLH IQLCTHAAVLQCAWM HWYCNKGWGYQCTGE 
NPTCYWVVWLDCAQW DGKCADHRSIQCEFH IVQCYMEKDPGCRLA HGLCKRNAKAFCWQL WWACFQKSFYNCLLV 
PDECWRPKNSTCNKG VRNCTRNLFTICITQ WFNCHFIIHDECAPG TYSCLLMYDFACQVM KIFCFKLEIHKCLLG 
RTPCSILMPTRCQWS KYNCIWTGVEHCTGG WDVCFQARTVQCYSV KNPCRNRWQKRCIVV MQFCNMDWKYYCPHK 
PEICDRVERGMCRPN FSQCSNTMRLQCKES IMRCYNSSRSNCWWR HWRCLDSTGHRCARI PFHCQHIAPERCMEM 
MDGCTVIWDHGCGAG PDQCFYYDSDHCSQT TFGCQHRQFPLCIQR PIQCDGTLAQSCWNR WSRCTKDWDNTCVQW 
IYECNWEALTTCYFQ LFGCSTMMLRGCLEY QYMCTQWVFLMCSNE FLGCVPEQANGCDWA LASCIIGTVHICLNW 
 
QIVCNPIQPSICFAR HIECQLHDEEICPYD PYRCRVTVNVLCQYI SADCKYSRHYACMRS QKTCMITIITLCPED 
KEQCFGMRESICTRY YWNCNFGIKFYCYSF VFRCWKQFLVHCRGA QFFCHYHVWPWCPHY EPYCDRFLEAKCQPG 
KSMCQIWSILLCYLP MLLCSYKDIISCPQK NWICIFILMFFCPLM WHRCYKLYHGTCAEF VGMCHHLQENFCWFN 
DTQCGMRYHEVCEWF FWTCRKQVHNFCDSA KAFCGMYFGPICIAI GGDCYQVLDPECFRW NNHCGSTEKVMCMME 
RRMCQWIQNLECHWH IGKCNKKMIMMCGSI YRHCGDRLHFDCAFP NKLCLMKLALVCKLP HLGCAQVYVIKCGSK 
QLPCAWPQVSMCGTF KMQCEKQFTRDCLEA AVTCPWKKAMLCQSH DMECTHTDREQCEPS LQSCYRLMWWPCMAF 
TMFCSTTHDKMCRKN DFTCPVWGDALCVWV ESECPSTAKQTCKTS NISCKKLIVWDCQAM INFCYGNPWVMCVYM 
IMACPLSNQEHCWKM VVRCLYGTADNCPRH NTICPTPAEKMCMMH QHHCQAQARYHCIAQ KQLCRDKDVLNCMIW 




SMSCMQFADQFCNGQ FDNCWSFGVLGCPNY FPHCVIIGRPFCRTF SYACASYHKPFCFIL WRVCRQFDPVMCETT 
TTWCTKQALNACEDN GLVCKTYDKKDCEPG RQSCRWHWGQMCEWM MQHCHNTNMWHCGWI NGNCQGWKQWRCVVP 
VIHCERETIEMCVFT SYNCQNAWHAPCFRP QIMCDEPHWVQCEEA NTSCEFSRNFKCKNL EGECPFWNIAFCSLM 
KLACRQRWGLACMDF WPKCMWELLFQCKWS YNMCEATHPEWCAKS MGPCDLLAMMICPME GWICWWQVNIPCYTH 
ESRCRFSAKVVCKRP ATFCPEYWQFICVEG QQNCPLPWDRSCLHR VPFCEGHRSLQCYSG YSYCIQNHMFVCMYE 
LHFCPYEPHSQCEMV EKLCWWLREWKCNHW EWHCPGKPGDECNQN RRVCMHQYELQCPDL TGDCMGPNMTTCDYY 
WTVCAKLFGAICAEM VTHCTERNMKWCDMG NWSCFKEKIWGCEDR GMYCLVIGKMGCPYV LLNCKGFFVQYCTRF 
WNPCVEKWFQRCNHS GFTCDIQHNPPCQYG SVPCARGFVAKCFMM ERECVYPLFHQCGIL PAGCTWIKWFPCYWS 
SMYCTTRRVWSCTHY YDFCSTSIFGLCPYA HYECIDQHVVDCMIR MRQCDIVRNALCKLT KATCHNHTVQVCKQV 
MLVCINGTFIDCDSP LYNCGHSYAWVCGYY STICMEMQVYFCNYN GSGCGNMDDYQCYEI GYSCAHKWHHFCMMW 
GHTCMQPLPTLCLFL PWTCKPNYRMICWSV WGKCTSEGTQICAHF RWSCFRDPMLTCRTP AERCLWKVKASCLDW 
SGHCLWATHYQCRKF MKECKKFHDFWCAGV WFLCYLGSNPTCKDD DLDCHFHNWSYCRVR YMYCVNQMKHECHAH 
WLDCNAGTKKFCKDK VLPCFSMDVLRCHGI IRPCVQYFGVICSEG MEVCHDRLRALCPNA DIGCWQWWVGNCKFV 
HYNCYWDWHYMCLDA YGACMSKTNDDCAMS WTHCNSEFLLNCFVN IVLCIWQTADHCRIG NGDCSELEYVNCEFL 
GFFCWKHNDVPCFSK LSQCFRHGMALCRRT RHVCKSAYWPKCQPK VLICAESNSLVCGKF NPKCPIIVEEVCWPS 
LPKCSRMFDTVCHQP SDTCMGMSKGDCTVS PLNCFGNERLSCDKM AKDCKQAHQFLCAGS FDQCTTTRETNCQED 
DLFCFVVFVIPCLYR QFDCLGTFSTSCYYD SVFCQMFPYVNCKAG VEDCGTFQIRKCRKF VKPCRMTIPQKCMEN 
WGQCAHLDRYWCGYI MMKCLDITSEMCHIR EYQCDTRDLAICMQR GAECFSNFDVFCDTP IQFCKSNWKSFCWNT 





NQLCMRIISWTCDKQ FQKCPDQLRGDCVFG QKKCHFVIPKTCGTW IQECTTTFTPDCPFE LPQCSKKKIIMCHFF 
FMMCKPGVMWWCQPI VDYCMSNNPIFCQQY DYGCVQERMGFCFVK NMTCHNQSHHGCMHQ HSFCVLFISHMCIWY 
SKYCYWAGPTWCMIM FMPCGAHRLEPCGRG YDVCMFQIDAHCKIR RHKCDNSHRLQCAST ALVCIIFQQAICEGF 
NIWCKFVADTECFMK SVQCVGEPNIKCYLN DDKCDIEGDVNCNFS YHKCGWANLARCTDT DMFCWDAGSEHCQLQ 
PWICYGNESHQCANE NQRCQRSDWKTCFDR KDVCAAIWHHMCPGW GRTCNDKSIFFCGEY ATYCAVFLKLMCGPP 
AARCHEMRKVECWGA AVPCVHPFKRSCNPR RLLCLMPIWRDCHMN EDMCPDIITPKCSRE SMICEMKKHGHCQSH 
AMTCEIVRWFGCIGK AASCHYYIFPHCNME MKDCVSDTNVFCWNI RTACYALAHPICSKA LYHCSYHPVFHCYAI 
HNWCWSWIQVVCMKD VAKCVWHNNMDCWWI KKDCKGLSMRNCDMT VHDCHNQDQWHCHQG GYKCNEMPPNPCHID 
QITCPWIGLTTCWDK HLFCAQIADDSCTHN YQICLRTPDIICKPP RQQCIIIHIAQCGFQ SELCGPEAFMICYNN 
AHSCNQSKGQMCGWR NMTCDSIRVLTCDYD KMLCMLVDVGSCKFM AMYCGLHTDFTCGEA KEYCLQYWINLCVYD 
KTPCGPYITAVCREG AFDCRGDDWKYCHHL IPGCPRAFAMTCEYL YHMCFHARWMMCQVN PATCDPHVYKDCVIE 
PGGCSQQQASQCQAM LRICWPTVTTMCFPR SYHCSYSGAADCYPP DPLCQEVDDPGCYSW DWWCTVDINHFCYTT 
QQICVKEPQWHCAWG IWRCAHIILPTCETY IMKCSVKPVVMCRHE HDSCAVMPFLSCLGI MEKCSQWNHTFCYSY 
HEFCVQLYWHACQQT TVHCSMTVYNWCTVW GGRCFHGMAGACYVT KPWCLDKRIGTCFND ESECDASIDLWCTSH 
RSHCQMDRYDWCLTS PWVCIMSPGWFCQKW MNVCNNQQYPTCPTN KQICPEAMWVHCSPH KGMCYIGNDAYCQHT 
PLKCYPLMMRSCDMT LFQCRTVYTHECGFQ HSYCPESSPDECLVS FYECTYTWQLQCRNV MFMCRNWREKPCPWA 
PSICWGILVDKCHLL NAPCTASRPKNCMPV HDLCNEWFMAFCTTQ QHRCRQGMMKFCKGN KTGCWVIGWSYCMQS 




HGICFSMPEDYCSWW IAPCKEEPHPICSGR VASCLQGAQNHCLVA THDCGHISLWFCDGY IRDCYIWAGSPCQNQ 
GVHCPNRSAGGCIIT MGKCYAFMAVDCTKW SWWCRDNIYGRCQYP GFYCALWPQRHCRME MRACVLQHNFSCVEA 
DEYCTHHRHSLCITP PMKCWPLTMKACPQR YSACLDIMFGSCIQL NNACEIHYDFMCWRR LMQCGETAHYKCYVN 
ARRCYYYEFNFCGTP VKFCYASMKEYCTVE SALCDGKNWKRCWWY GEHCSGKPGTQCTSL EEACDKEESNNCSWV 
RGACLYNYRHHCNDD DAVCFRYGNLKCPVE NMPCPDQDMISCDDE MMDCFFSPSNRCYIV FYMCAIVGDYMCFLA 
MSDCRFDDTPLCEVL INACWLEDIEPCAKY SKTCKYMRVLYCRNQ TPSCLNTAHQKCEKS LRMCNNDLKYFCYPQ 
YKLCSTWNDFTCFWT KFACTMKNYHFCESS IAFCGAAMFTGCWYT EVHCVWYMDMYCDNK ERECINDVDIVCTPL 
KQDCSIYNDMTCQNF DWFCHHHFKGYCRYG ITTCFLTLIQACHVN WVPCYWSVPAECMSE EYGCGILGQFECLIV 
YDQCMSGMGRYCRWD ETACQFAPTIICMMR GAHCWERATMWCVYQ HMTCDKVFKDLCRYY TNACDRSTFVVCSDM 
 
IHSCLSIKFQICQGT KPSCFKHSDMDCGHG VAYCGYANPVACNTP LNMCNYWTRVFCQMA IWYCQNHLNWQCLWL 
TTICAVQRSAHCLWG VNFCGHQYLWYCFFW KAWCMHRAPTDCQMI SVPCVISQPQWCNIH KQYCYYAAANSCGGP 
PETCDLQHVNTCRKE QKFCVAAMQPICWLE TYGCAKLLLSVCKTW AYLCNPIGYSTCNHH AEWCEHAKLKSCRWG 
DHFCYPREGWWCLLW FMRCVLMFIPKCSMS KPYCRPYNWEMCFYN QVICMERDDWNCIFG MFVCISMYNVRCLQF 
WAKCFDLPLVICTYP MIWCGEKGALKCSTD LNGCWTTGRFSCQSP IKICVQFSSEKCWTM YLKCDQARIVRCQAQ 
PVLCVDGKLGMCKVI VMQCSYIFATWCWFP HLWCFQSSIGDCLPH VMICSVWHIFECNYV QGWCPTNTYARCIQF 
THMCTTEKWKMCEWP IFLCYEWMSAWCWKT HYECDQRPKRSCEDA HNVCFPFERGDCNQY NIECYHMKARECYWQ 
LSNCLLKADYLCPVD IGICYLYGDPDCYTV TDLCEYLKRHHCTIY PMGCEAAHAQACGMF HEYCWQTYMPRCRAV 




WETCHAWGQRNCRWT NVVCMTEKHEACAFQ LEICWKRQNAVCGMY LKACWNLHGWACTHQ DQLCRHLDFNICYLH 
KEDCLWKRPDLCESW GVHCHILERTLCIAY HEGCWVYYVNPCYNT FEKCRMAVEANCKGP SKFCWYLSKWICLRK 
TIDCQRTDFKWCKRI SWHCLQLMKEHCVAM IRMCHKHQIHTCNYT NHTCWHLYKGVCDLK QYPCTPHNLNMCDDS 
DPFCQNQFIPVCPML GALCDHNENKECWHM EWNCLSFMLVDCPTY MFSCGMHAWKACTGK APLCEFSHEVTCGRG 
EAKCTFIGNYNCQND QLQCIVFRMGGCITF IAYCDKEFAERCWVI RQWCGLYQWNECVSQ RFRCAIHTTVVCQQD 
AERCAQHMDPVCLWP PQTCLIFLFSWCSYV DMYCLREWKLHCHVK ERECDIKNDNDCQQA KTTCKMRHHDFCSLP 
FWNCVYWAWAGCWRE SHYCWYHPRDICNRR MAMCIREDAHNCVVM PVECSRSDEAYCKVI TPACVSKDYMVCLMG 
YLYCAKNAHDDCDKI GMTCNWGAWDDCHNR VFLCIQNYVYWCIFS IGPCGFYDLIKCQVF VLICANWHGELCFFR 
FGFCMYFPDYYCYFR AGYCILLMILVCAQY FMNCDFVSATICVHD TDDCIRHNSNHCMIN MHDCNGIFPPSCVIE 
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 3 章では癌関連蛋白質 Heat Shock Protein 90（HSP90）に強く結合する新規分子モダ
リティーの開発を目的として２段階進化を実施した。具体的には、先行研究において獲得さ




定した。同定されたクリプタンド型ペプチドは解離定数 KD = 62 ± 10 nM と、抗体並みの
結合力を持つことを明らかにした。この強い結合力は(1)クリプタンド型ペプチドが適度な
固さを持つため HSP90 との結合に伴うエントロピーロスを最小化したこと(2) ジアザクラ
ウンエーテル部分がペプチド部分の立体構造を制御することで、クリプタンド型ペプチド
分子全体として HSP90 との相互作用に適した立体構造が維持されたことに起因すると考え
られる。更に、クリプタンド型ペプチドは多くの既存 HSP90 阻害剤が結合する HSP90 の
ATP 結合部位以外の結合部位に結合することが示唆され、HSP90 のシャペロン機能を阻害
することが示された。 
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